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Resumo. Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus) e Culex (Culex) quinquefasciatus Say sdo importantes vetores de patdgenos em areas urbanas.
Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes formulados comerciais contendo Bacillus thuringiensis israelensis de Barjac, no controle de Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus, verificando sua eficiéncia perante a potencia declarada. Testou-se os produtos Aquabac® XT 1200 UTI/mg, Teknar®
3000AAU/mg e Vectobac® AS 1200 UTI/mg, formulados liquidos, e os s6lidos Vectobac® WDG 3000 UTI/mg, Vectobac® T 2200 UTI/mg e o
formulado experimental Biouel 500 UTI/mg. Todos os produtos foram testados a temperatura de 25+2°C e os liquidos também a 15+2°C, 35+2°C
e temperatura ambiente (25,37 a 28,73°C). Os testes foram realizados utilizando-se 25 larvas no inicio do 4° estadio, em 150 mL de 4dgua destilada,
com leitura de mortalidade 24 horas apés exposicdo. Resultados foram analisados através de Probit calculando-se a CL_. A 25+2°C, os produtos
Vectobac WDG e Vectobac T foram os mais eficientes para Ae. aegypti, com CLSO respectivamente de 0,10 (0,08 — 0,11) mg/L e 0,10 (0,09 — 0,11
mg/L). Para Cx. quinquefasciatus, os mais eficientes foram Vectobac WDG, Vectobac AS, Biouel e Vectobac T. Tomando como referéncia a poténcia
declarada dos produtos, o Biouel teve, proporcionalmente, melhor desempenho para as duas espécies. Nas temperaturas de 15+2°C, 35+2°C e na
temperatura ambiente (25,37 a 28,37°C), Vectobac AS foi o mais eficiente para as duas espécies de Culicidae testadas. Na temperatura ambiente a
35+2°C, necessitou-se de menor concentra¢ao dos produtos para controle de Cx. quinquefasciatus em rela¢ao a Ae. aegypti.

Palavras-Chave: Controle Biologico; Culicidae; Dengue; Vetor.

Control of Aedes (Stegomyia) aegypti and Culex (Culex) quinquefasciatus Through Formulated
Containing Bacillus thuringiensis israelensis at Controlled Temperatures

Abstract. Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus) and Culex (Culex) quinquefasciatus Say are important pathogen vectors in urban environments.
This study was designed to evaluate commercial formulations containing Bacillus thuringiensis israelensis de Barjac for the control of Ae. aegypti
and Cx. quinquefasciatus and to assess their efficiency as compared to manufacturers” claims. The tested products were the liquid formulation of
Aquabac® XT 1200 ITU/mg, Teknar® 3000AAU/mg, and Vectobac® AS 1200 ITU/mg, and the solid products Vectobac® WDG 3000 ITU/mg,
Vectobac® Tablet 2200 ITU/mg, and the trial formulation of Biouel 500 ITU/mg. All products were tested at 25+2°C temperature and the liquid
formulations were also tested at 15+2°C, 35+2°C, and at room temperature (25.37 to 28.73°C). The experiments were conducted with 25 larvae at
the early 4th stage, in 150 mL of distilled water; the dead larvae were counted 24 hours after product application. Results were analyzed using Probit
to calculate CL_ . The 25+2°C temperature, Vectobac WDG, and Vectobac Tablet were the most efficient in controlling Ae. aegypti, with CL_, of 0.10
(0.08 — 0.11) mg/L and 0.10 (0.09 — 0.11 mg/L), respectively. The most efficient products for Cx. quinquefasciatus were Vectobac WDG, Vectobac
AS, Biouel, and Vectobac T. When the potency claimed by manufacturers was compared to our laboratory results, Biouel had the best performance for
both species. Vectobac AS was the most efficient for both species of Culicidae tested at 15+2°C, 35+2°C and at room temperature (25.37 to 28.37°C).
Lower product concentrations were required at 35+2°C room temperature to control Cx. quinquefasciatus than for Ae. aegypti.

Keywords: Biological Control; Culicidae; Dengue; Vector.

edes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus) é o mosquito 2003).
vetor do agente etiologico causador da febre dengue A filariose linfatica expoe 905 milhdes de pessoas ao risco de
serem infectadas, sendo que 90 milhdes de pessoas sdo afetadas

nos tropicos (DEGALLIER et al. 2010). Segundo dados da

Organizagdo Mundial de Satude, o dengue esta presente em mais
de 100 paises e esta distribuicio tem aumentado nas tdltimas
décadas. Cerca de 2,5 bilhoes de pessoas estdo expostas ao risco
de dengue e estima-se a ocorréncia de mais de 50 milhoes de
casos da doencga por ano no mundo. Em 2007, mais de 890.000
casos foram relatados nas Américas, sendo 26.000 casos de febre
hemorragica (WHO 2010).

Culex quinquefasciatus Say € um mosquito cosmopolita,
domiciliado e era responsavel por transmitir o nematéide da
filariose em regioes como Manaus, Belém, Recife, Macei6 e
Salvador, dentre outras localidades do pais (DEANE 1951; RacHOU
1956). Atualmente, apenas a regiao metropolitana de Recife,
Pernambuco é considerada um &rea endémica (MEDEIROS et al.

mundialmente (MarGALIT 1995). Segundo a OMS, até o final de
2007, 81 paises estavam na lista de endémicos para esta doenca,
com 750 milhGes de pessoas em tratamento visando a erradicagao
da doenca.

Uma das possibilidades eficiente e ecolégica para o
combate a esses vetores é o controle biologico utilizando-se o
Bacillus thuringiensis israelensis de Barjac como principio ativo
de bioinseticidas comerciais, por sua atividade e especificidade
sobre larvas de mosquitos e borrachudos (Lacey & Lacey 1981;
BEckeR et al. 1992; Brown et al. 1998a, 1998b; RobriGUEs et al.
1999; Brown et al. 1999; Navar et al. 1999; BrowN et al. 2000;
CHUNG et al. 2001; FILINGER et al. 2003; GUNASEKARAN et al. 2004;
LorEs et al. 2010; Bravo et al. 2011).
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Os diferentes tipos de formulados a base de B. thuringiensis
israelensis sao produzidos no estado fisico liquido (suspensoes
aquosas ou concentrados emulsionaveis) ou sélido (p6, granulos
dispersiveis em &4gua ou tabletes), visando a utilizacio em
diferentes condi¢des do criadouro e também na dependéncia da
espécie alvo. Para o desenvolvimento de novos produtos, testes
preliminares em laboratério sdo necessarios para estimar sua
possivel eficiéncia nas condi¢oes de campo.

Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes
formulados comerciais e um experimental, a base de B.
thuringiensis israelensis, em condicoes de temperatura ambiente
e controladas, sobre larvas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus,
em experimentos de laboratério.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo dos testes foram utilizadas larvas
de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus do insetario contido no
laboratério de Entomologia Geral e Médica da Universidade
Estadual de Londrina. As criagoes tiveram inicio com a coleta
de ovos a campo, utilizando-se armadilhas (ovitrampas) para
Ae. aegypti e coletas manuais de jangadas de ovos de Cx.
quinquefasciatus em lagoas de tratamento de efluentes, com
reposicao mensal de material oriundo do campo.

Larvas de quarto estadio inicial eram utilizadas para
os bioensaios, sendo que nenhum alimento era adicionado nas
bandejas de criagio 24 horas antes dos testes.

Foram testados os produtos comerciais Aquabac®
XT 1200 UTI/mg (lote #F295), Teknar® 3.000AAU/mg (lote
A206673); Vectobac® AS 1200 UTI/mg (lote 69-149-N9),
formulados liquidos, além dos formulados sélidos Vectobac®
WDG 3000 UTI/mg (lote 72-72-578-PG), Vectobac® T 2200
UTI/mg (lote PKo09-2) e o formulado so6lido produzido
experimentalmente pelo Laboratério de Bioinseticida da
Universidade Estadual de Londrina (Biouel — p6 500 UTI/mg),
todos a base de B. thuringiensis israelensis.

Para padronizacdo, Teknar foi transformado em UTI/
mg, pela formula UTI = 2,5xAAU, de acordo com (VILARINHOS et
al. 1998).

Os bioensaios para todos os produtos comparados
foram realizados em condicoes de temperatura controlada de
25+2°C e para os trés formulados liquidos Aquabac XT, Teknar
e Vectobac AS, também em condicoes de temperaturas ambiente
variavel e controlada a 15+2°C, 25+2°C e 35+2°C. Nos bioensaios
em temperatura ambiente, utilizou-se termohigrometro para
mensurar os limites de temperatura.

A metodologia para os bioensaios foi baseada em Lacey
(1997) e WHO (1999, 2005) com repeticoes em dias diferentes.
Vinte e cinco larvas de 4° estadio inicial eram transferidas para
potes de polietileno circular transparente de 11 cm de didmetro
com 7 cm de profundidade, contendo 150 mL de agua destilada.
Os produtos foram avaliados em seis concentragdes. Cada uma
teve trés replicas, e os testes foram repetidos 5 vezes em dias
diferentes, totalizando 15 anélises para cada produto.

A avaliacdo de mortalidade foi realizada 24 apds a
inoculacdo do bioinseticida e as pupas foram descontadas da
estatistica. Utilizou-se da anéalise de Probit (SPSS® 14.0 package
for Windows® SPSS Inc. 2005, Headquarters, Chicago, Illinois,
USA) para o bioensaio de resposta binaria com o seguinte modelo
matematico: Pi = F (a + Pxi), onde Pi significa probabilidade
da resposta; xi = log dose, a e f = parametros e F = funcio de
distribuicdo acumulada (Happap 1998). Através do Probit
determinou-se a concentragdo letal CL_ e seus intervalos de
confianca, para comparar a eficiéncia dos produtos em relacao as
diversas temperaturas e UTI/mg dos produtos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos bioensaios a 25+2°C, os formulados Vectobac T e
WDG foram os mais eficientes para o controle de Ae. aegypti,
com CL_ respectivamente de 0,10 (0,09-0,11) mg/L e 0,10

(0,08-0,11) mg/L, seguido de Teknar 0,23 (0,21-0,25), Biouel
0,35 (0,31-0,40), Vectobac AS 0,40 (0,37-0,45) e Aquabac 0,76
(0,62-1,06) (Tabela 1). Se levado em consideracdo a poténcia
declarada dos produtos em UTI/mg, a qual deve se expressar em
mortalidade larval, o Biouel é proporcionalmente mais eficiente
em 1,7 e 1,3 vezes respectivamente quando comparado a WDG e
Tablet, no controle de Ae. aegypti, ja que sua poténcia declarada
é de 500 UTI/mg.

Para Cx. quinquefasciatus, nos bioensaios a 25+2°C,
os melhores resultados foram obtidos com Vectobac WDG 0,09
(0,08-0,10), Vectobac AS 0,22 (0,21-0,24), Biouel 0,25 (0,23-
0,27), Vectobac T 0,31 (0,25-0,42), Teknar 0,39 (0,36-0,44) e
Aquabac XT 0,47 (0,42-0,56) mg/L. Vectobac WDG mostrou-
se como o mais eficiente no controle das duas espécies testadas
(Tabela 1); porém, também sobre esta espécie, o Biouel, levando-
se em consideracao a quantidade de UTI/ mg utilizada para
atingir a CL_, teve 0 melhor desempenho, mostrando eficiéncia e
eficicia contra estas duas espécies de mosquitos.

ParaVectobacT,além dasuaeficiénciasobreaslarvasdos
culicideos testados (Tabela 1), a sua formulagdo em comprimido
poderia facilitar a opera¢do em campo, caracterizando-o como
apropriado para controle de Ae. aegypti, podendo ser facilmente
manipulado em estratégias de controle quando o criadouro for
de dificil acesso. O produto experimental Biouel mostrou-se
como alternativa viivel de controle para esses mosquitos, com
resultados compativeis aos formulados importados (Tabela
1). Aquabac XT necessitou de uma maior concentragio para
atingir a CL_ nas duas espécies de Culicidae testadas em todas as
temperaturas (Tabela 1).

O produto Vectobac WDG mostrou acdo semelhante
a 25+2°C para Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus (Tabela1),
enquanto que Vectobac T e Teknar necessitaram de uma
concentracdo maior para atingir a CL_ em imaturos de Cx.
quinquefasciatus, em relacdo aos resultados obtidos para
Ae. aegypti. Com os produtos na formulacio liquida, nas
temperaturas de 25,4 a 28,7°C e a 35+2°C, necessitou-se
de menor concentracdo dos produtos para controle de Cx.
quinquefasciatus em relagdo a Ae. aegypti. MuLLa (1990) afirma
que entre os Culicidae existem diferentes niveis de suscetibilidade
para o B. thuringiensis israelensis, sendo que em geral, Culex sao
mais suscetiveis, Aedes sio menos e Anopheles sdo tolerantes
a maioria dos formulados de B. thuringiensis israelensis. Os
resultados obtidos corroboram com as afirmagdes de Murra
(1990). Ruas-NEtr0 et al. (1994) encontraram uma CL,, de 1,15
e 1,09 (log-probit) respectivamente para os produtos Vectobac
AS e Teknar em testes de laboratoérios com Cx. quinquefasciatus.
AMATRAJ et al. (2000), testando Vectobac AS em condigbes de
laboratoérios, constataram que o formulado foi relativamente
mais efetivo sobre Cx. quinquefasciatus do que sobre Ae. aegypti
e Anopheles stephensi Liston, 1901, com respectivos valores de
CL_, de 0,046, 0,060 e 0,190 mg/L, comprovando uma menor
susceptibilidade de Ae. aegypti ao produto quando comparado
a Cx. quinquefasciatus. Lopes et al. (2010) também encontrou
uma alta sensibilidade de Cx. quinquefasciatus em relacdo a
Ae. aegypti testando Biouel, formulado liquido contendo B.
thuringiensis israelensis.

A eficiéncia de B. thuringiensis israelensis depende do
tipo de formulagao, habitos alimentares das espécies de Culicidae
e suscetibilidade dos insetos (Lopes et al. 2010). Os resultados
obtidos neste experimento, onde Vectobac T e Teknar a 25+2°C
apresenta melhor desempenho sobre Ae. aegypti, em comparagio
a Cx. quinquefasciatus diferencia-se dos dados acima discutidos,
e seleciona estes formulados como mais eficientes para o controle
de Ae. aegypti, nesta condigao.

Baseado nos testes de laboratorios, os formulados
promissores para testes em campo no controle de Ae. aegypti
sdo: Vectobac T, Vectobac WDG e Biouel, ja que sdo formulados
solidos e de facil aplicacao emlocais de procriagdo desse mosquito.
Para Cx. quinquefasciatus, mosquito tipico de ambiente poluido,
os produtos que poderiam ser promissores,, baseado nos testes
em laboratoérios e a facilidade de aplicagdo no criadouro, sao
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Tabela 1. UTI(s)/mg utilizada para atingir a CL,_, e seus limites, para diferentes formulados comerciais com Bacillus thuringiensis israelensis sobre
larvas de 4° instar inicial de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, em diferentes condi¢des de temperaturas e fotoperiodo de 12L:12E.

i) L, (gt GooMin,) UTI/mg R UTl/mg
Aquabac XT 0,76 (0,62-1,06) 912 0,47 (0,42-0,56) 564
Teknar 0,23 (0,21-0,25) 1725 0,39 (0,36-0,44) 1170
Vectobac AS 0,40 (0,37-0,45) 480 0,22 (0,21-0,24) 264
Vectobac T 0,10 (0,09-0,11) 220 0,31 (0,25-0,42) 682
Vectobac WDG 0,10 (0,08-0,11) 300 0,09 (0,08-0,10) 270
Biouel 0,35 (0,31-0,40) 175 0,25 (0,23-0,27) 125
s o A eqrt, UTI/me Cr. quinguefusciatus uTyms
Aquabac XT 0,66 (0,55-0,85) 792 0,58 (0,48-0,83) 696
Teknar 0,27 (0,22-0,40) 810 0,49 (0,43-0,57) 1470
Vectobac AS 0,24 (0,22-0,25) 288 0,43 (0,39-0,50) 516
) L, (/i) GooMin,) UTI/mg R UT1/mg
Aquabac XT 0,70 (0,59-0,90) 840 0,28 (0,23-0,35) 336
Teknar 0,32 (0,26-0,45) 960 0,20 (0,18-0,23) 600
Vectobac AS 0,30 (0,28-0,33) 360 0,10 (0,08-0,11) 120
) e b ot UTI/mg fR S UTI/mg
Aquabac XT 0,49 (0,45-0,54) 588 0,27 (0,24-0,29) 324
Teknar 0,36 (0,27-0,64) 1080 0,21 (0,20-0,22) 630
Vectobac AS 0,28 (0,24-0,33) 336 0,19 (0,18-0,20) 228

Vectobac WDG, Vectobac AS e Teknar (Tabela 1), necessitando
portanto de testes a campo. Os sblidos como Biouel e Vectobac
T apresentaram resultados compativeis, mas com formulacao
que possa apresentar dificuldades operacionais nesse tipo
de ambiente, sendo entdo indicada para se testar a campo em
pequenos criadouros.

A 35+2°C, houve diminuicdo da CL,, em relacdo a
temperatura de 25+2°C para os trés produtos testados em Cx.
quinquefasciatus e Ae. aegypti, com excecdo para Teknar em
relagdo a esta tltima espécie (Tabela 1). Este resultado pode estar
diretamente relacionado a atividade alimentar e ao metabolismo
da larva, que pode acelerar com o aumento na temperatura, mas,
provavelmente esta variagdo na temperatura nao interfere na
estrutura do cristal protéico.

A faixa de variacdo da temperatura ambiente do
laboratério esteve mais proxima as condigbes de temperatura
de 25+2°C, todavia os resultados de CL,, ndo acompanharam
os resultados nos testes com Ae. aegypti. O Aquabac XT teve
a menor CL_ obtida em todos os testes tanto para Ae. aegypti
como para Cx. quinquefasciatus (Tabela 1). Para Teknar que
havia apresentado menor CL,_ a 25+2°C, o resultado foi superior
ao obtido nos bioensaios a 35+2°C. Para Vectobac AS houve
diminui¢ao da CL,, estando mais proximo ao obtido a 35+2°C
(Tabela 1). Em Cx. quinquefasciatus, os resultados foram mais
uniformes, onde Aquabac XT e Teknar tiveram resultados mais
proximos a condicdo de 35°C, e somente o Vectobac AS mostrou
semelhanca ao obtido para 25+2°C. De forma geral, Vectobac
AS nas temperaturas de 15+2°C, 35+2°C e 25,37 a 28,37°C foi o
mais eficiente para as duas espécies de Culicidae testadas (Tabela
1).

A falta de uniformidade nos resultados obtidos para
Ae. aegypti pode estar relacionada a menor suscetibilidade da
larva desta espécie e também a diferencas individuais dentro da
populacao. Nesse contexto, atemperaturainterfere indiretamente
na agdo do B. thuringiensis israelensis, conforme relatado em
Lacey & UNDEEN (1984), KaTBEH-BADER (1999), NAYAR et al. (1999).
BeckeRr et al. (1992), que encontraram diferenca na eficacia de B.
thuringiensis israelensis especialmente entre 5° e 8°C em 2° e
4° instares de Aedes vexans (MrIGEN 1830), provavelmente pela
reducao da filtracao daslarvas em baixas temperaturas, sugerindo
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que se deve aplicar grande quantidade de produto abaixo de 8°C
para esta espécie. Culex saltanensis, exposto a B. thuringiensis
israelensis na temperatura de 12 + 1°C, e fotoperiodo 14L:10E,
teve sua suscetibilidade diminuida em 1,5 vezes em relagio a
CL,,, quando comparado com a temperatura ambiente (Zequi &
LoPEs 2007).

Na anélise dos resultados para Cx. quinquefasciatus é
possivel detectar diferencas da CL, nas faixas de temperatura
empregadas, onde necessitou-se de maior concentragao
de produto a 15+2°C em relacdo a 35+2°C, compativel ao
observado por Navar et al. (1999), que encontraram uma CL,,
respectivamente de 0,152, 0,139 e 0,140 mg/L em bioensaios
mantidos a 15°C, 25°C e 35°C, para 4° instar de Cx. nigripalpus
submetidos a Vectobac® 12 AS — 1.200 Uti/mg, em 24 horas.
KatBeEH-BADER et al. (1999), testando os produtos padroes de
B. thuringiensis israelensis (IPS-82) e Bacillus sphaericus
Neide (SPH88 2362) sobre Culiseta longiareolata (Macquart),
verificaram que a mortalidade aumenta significativamente com
o aumento da temperatura, onde foram menos suscetiveis a
20£1°C, do que a altas temperaturas de 25+1°C e 28+1°C.

A temperatura aumenta a taxa de alimentacao
dos imaturos, com conseqiiente aumento de ingestdo de
B. thuringiensis israelensis. Assim, a temperatura afeta
indiretamente a acdo de B. thuringiensis israelensis, ja que
em temperaturas baixas, ocorre menor filtragdo dos imaturos,
necessitando aplicagdo de uma concentracdo maior de produto
para se obter resultados satisfatérios (Becker et al. 1992).

Conclui-se que todos os formulados foram eficientes
para o controle de larvas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus
nas condicoes experimentais empregadas. Entre os formulados
testados, Vectobac T, Vectobac WDG e o Biouel sdo os mais
indicados para o controle de Ae. aegypti, e Vectobac AS e WDG
para o controle de Cx. quinquefasciatus em temperatura de
25+2°C. Vectobac AS mostrou melhor eficiéncia para Ae. aegypti
e Cx. quinquefasciatus nas temperaturas de 15+2°C, 35+2°C e
variavel de 25,37 a 28,37°C.
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